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Patentinhaber: DI.Dr. Andreas Kubin, Wien (AT) 

Mag. HansGunther Loew, Wien (AT) 

Gegenstand: Neue Preparation von Hypericin gebunden an Polyvinylpyrrolidon 



(PVP) verschiedenen Polymerisations- und Vernetzungsgrades (bzw. 
Verbindungen der Gruppe der Poly-N-vinylamide) Durch die Bindung 
Oder Anlagerung des wasserunloslichen therapeutisch wirksamen 
Pflanzeninhattsstoffes Hypericin konnen wasserlosliche Praparationen 
fur diagnostische Methoden und neue Arzneimittel hergestellt werden. 
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Zusammenfassuna: 



Hypericin, ein Pflanzeninhaltsstoff aus Hypericum perforatum (Johanniskraut), wird 
seit etwa 20 Jahren auf seine Einsatzmoglichkeiten fur therapeutische Anwendungen 
uberpruft. Die lipiden und wasserunloslichen Eigenschatten der Substanz 
erschweren die Applikation im menschlichen Korper. 

Durch die Bindung von Hypericin an Polyvinylpyrrolidon (PVP) kann ein gut 
wasserldslicher Komplex dargestellt werden, der fur therapeutische und 
diagnostische Anwendungen geeignet ist. 

Die wasserlosliche Wirkstoffkombination kann beispielsweise zur Durchfuhrung der 
photophysikalischen bzw. photodynamischen Diagnostik (PPD bzw. PDD) und der 
photodynamischen Therapie (PDT) eingesetzt werden. 

Nach selektiver Bindung des Komplexes an Lasionen humanen Gewebes wird mit 
elektromagnetischer Strahlung (Licht) oder Ultraschall der Farbstoff angeregt und 
der physikalische bzw. chemische Response zur Diagnostik bzw. zur Therapie 
genutzt. 

Die Wirkstoffkombination ist folgendermassen zusammengesetzt: 
der Photosensibilisator Hypericin aus Hypericum perforatum (oder synthetisches 
Hypericin etwa aus Emodin synthetisiert) gebunden oder komplexiert an 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und 
Vernetzungsgradesgrades. Dadurch kann der ansonsten wasserunlosliche Farbstoff 
Hypericin zu verschiedenen therapeutischen Zwecken in wassriger Form verabreicht 



werden. 




Beschreibuna: 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine wassrige Losung des 
Pflanzeninhaltsstoffes Hypericin durch Bindung an Polyvinylpyrrolidon (PVP) 
verschiedenen Polymerisations- und Vernetzungsgrades zur Verwendung fur 
therapeutische oder diagnostische Anwendungen, wie zum Beispiel als 
Photosensitizer in der photodynamischen Therapie und photophysikalische 
Diagnostic 

Hypericin, ein Pflanzeninhaltsstoff aus Hypericum perforatum gilt als 
vielversprechender Sensitizer, dessen photodynamische Effektivitat in vitro 
mehrfach nachgewiesen werden konnte [Literatur 7-14]. Besonders fur die 
systemische Applikation grosserer Mengen (bis 5 mg / kg KG) fehlt bis heute 
die entsprechende wassrige Verabreichungsf orm. 

In den letzten 25 Jahren entwickelte sich die selektive Photosensibilisierung von 
malignen Geweben, oder Gewebeerkrankungen anderer Art zu einem 
eigenstandigen medizinischen Gebiet [1, 2, 6]. Darin finden insbesondere zwei 
Methoden klinische Anwendung [3]: 

• Ausnutzung physikalischer Effekte (zB. lichtinduzierte Fluoreszenz) zur Diagnose 
(Photophysikalische Diagnose (PPD)) 

• Ausnutzung der lichtinduzierten photodynamischen Prozesse als Therapieform 
(Photodynamische Therapie (PDT)) 

Die Entwicklung der PDT und PPD zeigt heute einen progressiven Verlauf. Seit 1992 
hat sich der monatliche Output an wissenschaftlichen Publikationen nahezu 
verdreifacht (Current Contents: Life Sciences). Dieses Faktum ist einerseits darauf 
zuruckzufuhren, daB sich die PDT als effektive Tumortherapie erwiesen hat und 
andererseits auch fur nichtmaligne Erkrankungen wie zB. GefaB-, Viruserkrankungen 
Anwendung findet. 

PDT und PPD bedienen sich Mechanismen, die der Wechselwirkung zwischen Licht 
und Gewebe zugrundeliegen. Vemnittler dieser Wechselwirkungen sind ein 
geeigneter Photosensitizer und Sauerstoff. So ergeben sich vier EinfluBbereiche - 
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Licht, Sensitizer, Sauerstoff und Gewebematrix (physikalisch-optische und 
chemische Gewebebeschaffenheit [4, 5]), deren Zusammenwirken die zielfuhrende 
Anwendung von PDT und PPD ermoglicht. Photosensitizern, die geringe 
systemische Toxizitat aufweisen und sich im Idealfall im malignen Tumor anreichern, 
werden verabreicht. Darauffolgende Belichtung mit sichtbarem Licht induziert 
photochemische Reaktionen vor allem vom Typ II, aber auch Typ I, die weitgehend 
eine Zerstorung von Biomembranen, Biomolekulen und subzellularen Organellen 
hervorrufen [3]. 

Diese Reaktionen werden therapeutisch in der photodynamischen Tumortherapie 
genutzt, in dem cytotoxische Reaktanden der aktivierten Photosensitzer Tumorzellen 
zerstdren. Weiters konnen in malignen Lasionen angereicherte Sensitizer uber ihr 
Fluoreszenzlicht zu diagnostischen Methoden etabliert werden. 
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Die vorliegende Erfindung befaBt sich mit einer neuen Verabreichungsform von 
Sensitizem (Hypericin komplexiert mit PVP = Farbstoffkomplex) zur Diagnostik Oder 
Behandlung von malignen aber auch nichtmalignen Erkrankungen. 

ErfindungsqemaB ist ein solches Heilmittel folqendermassen zu einem 
Farbstoffkomplex zusammengesetzt: 

• Hypericin (aus Hypericum perforatum isoliert, oder synthetisiert zB. Aus 
Emodin): 

• in wassriger Losung (etwa physiolog. Kochsalzldsung) und 

• Polyvinylpyrrolidon (PVP) 

Durch PVP ist es moglich den wasserunloslichen Sensitizer Hypericin in wassriger 
Losung zu verabreichen. Dadurch ist die Verwendung von stark gewebeirritierenden 
organischen Losungsmitteln vermeidbar und eine physiologisch gQnstige 
Applikationsform fur verschiedenste diagnostische und therapeutische 
Anwendungen darstellbar.. 

Je nach Anwendungsbereich liegen etwa folgende Konzentrationen der 
Komplexverbindung vor: 

Hypericin von 1 pMol/l bis 0,1 Mol/I 

PVP von 1 pMol/l bis 0,1 Mol/I 

Das molare Verhaltnis von PVP zu Hypericin ist abhangig vom Polymerisations- und 
Vernetzungsgrades des Poly-N-Vinylamides. Je kleiner die molare Masse von PVP, 
desto hoher muss dessen Konzentration im Verhaltnis zu Hypericin vorliegen, um 
den Sensitizer vollstandig zu losen. 

Bei topischer Verabreichung ist auf Grund der geringeren Diffusionsgeschwindigkeit 
die Konzentration von Hypericin noch hoher anzusetzen. 

Die erste Ausgestaltung dieses Verfahrens besteht darin, daB aktivierbare Komplexe 
bzw. Verbindungen hergestellt werden, die sich aus Hypericin zusammensetzt, das 
komplexiert oder kovalent gebunden ist an Polyvinylpyrrolidone verschiedenen 
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Polymerisationsgrades. Abbildung 1 zeigt die zeitabhangige Loslichkeit von Hypericin 
nach Komplexierung durch PVP. Ohne PVP zeigt sich keine Absorption im 
relevanten Spektralbereich. Erst nach Zugabe von PVP entsteht das typische 
Absorptionsspektrum von Hypericin (max 600 nm) durch Losung dieses Farbstoffes 
im wassrigen Medium. 



Hypericin-PVP-Komplex 




250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 

nm 



Abbildung 1: Photometrischer Nachweis der Loslichkeit von 
Hypericin in Wasser nach Komplexierung durch PVP. a) 
Hypericin ohne PVP. b) Hypericin + PVP nach 30 Minuten. c) 
Hypericin + PVP nach 60 Minuten. d) Hypericin + PVP nach 180 
Minuten. 

Hypericin bildet in wassriger Umgebung sofort unlosliche Aggregate, die ausfallen 
und vor allem keine Fluoreszenz mehr zeigen (siehe Diwu Z. et al. [14]). Die 
vorliegende Losung von Hypericin-PVP zeigt das typische Absorbtionsspektrum und 
emittiert Fluoreszenzlicht bei etwa 600 nm Wellenlange. Dies zeigt, dass Hypericin in 
geloster Form vorliegt (Hypericin in aggregierter oder mikrodispersiver Form emittiert 
nach Anregung kein Fluoreszenzlicht). 
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Es hat sich herausgestellt, daB durch die Bindung von Hypericin an PVP eine 
wasserlosliche Form des Farbstoffes zur Verfugung steht, die leicht 
applizierbar ist und eine bessere Verteilung der Sensitizer und verbesserte 
Anreicherung und Selektivitat in pathologischem Gewebe erreicht werden 
kann. 

Bevorzugt werden als Trager Polyvinylpyrrolidone (PVP) mit einem 
Polymerisationsgrad von niedrigeren Molmassen (10.000 - 90.000 g/Mol), da diese 
durch Zellmembranen diffundieren konnen und ausscheidbar sind. PVP 
komplexieren Farbstoffe und es stellte sich in Experimenten heraus, daB auch 
lipophile Farbstoffe wie Hypericin so in wassrige Losung gebracht werden konnen. 
Lasionen in der Blase (durch Spulung) konnten so angefarbt und uber 
Fluoreszenzlicht nach Anregung erfolgreich detektiert werden. Nach Bedarf kann der 
Polymerisationsgrad von PVP auch hoher festgelegt werden. 

Verwendung finden diese PVPs als Blutserumersatz, kunstliche Tranenflussigkeit, 
zur Entgiftung und als Tablettenbinde- und Oberzugsmittel (orale Anwendung). Als 
Blutserumersatz werden heute jedoch uberwiegend Dextrane, Gelatine-Starke- 
Derivate und Serumproteinlosungen verwendet, die ebenfalls Farbstoffe 
komplexieren konnen und in dem hier Beschriebenen Verfahren zum Einsatz 
kommen konnen. Durch die Verwendung dieser unterschiedlichen Losungsvermittler, 
wird auch die Gewebeselektivitat und -affinitat verandert und kann somit zu einer 
selektiveren Anreicherung im entsprechenden Gewebe begunstigen. 

Die Hypericinkomplexe werden bei systemischer Anwendung etwa 0,1 bis 36 
Stunden vor der Behandlung verabreicht. Dabei erwiesen sich Dosierungen der 
Sensitizer von 0,1 mg bis 5,0 mg pro kg Korpergewicht als gunstig. Die Anreicherung 
im Zielgewebe wird nach herkommlichen Methoden (Fluoreszenzspektroskopie) 
bestimmt. 

Geeignet zur Behandlung sind vor allem Tumore und Lasionen auf und unter der 
Haut, wie auch in Kavitaten und Lumina oder tiefer liegenden Gewebeteilen. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist es die zur Anregung erforderliche 
Lichtenergie (elektromagnetische Strahlung) mittels Lichtwellenleiter in das 
Zielgewebe zu bringen. In kavitaren Regionen (Hohlraumen wie auch die Blase) 
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kann durch Spulung des Gewebes auch mit hoher molekularem PVP die Diffusion 
des Farbstoffkomplexes in die Lasionen ermoglicht werden. Hierbei wird auch die 
Wirkung des Ultraschalls auf die biologischen Transportvorgange hervorgehoben. 
Der Transport der Farbstoffkomplexe soil liber die GefaBe oder durch Diffusion 
durch Haut und/oder Gewebe zu den Lasionen erfolgen, wo eine selektive 
Anreicherung der Komplexe aufgrund unterschiedlicher Morphologie und Physiologie 
beispielsweise von Tumoren stattfinden soil. Nichtphysiologische (pathologische) 
Vorgange im Organismus umfassen sowohl gutartige wie auch bosartige 
Erkrankungen. All diese Erkrankungen zeichnen sich durch erhohten Stoffwechsel 
aus. Auf Grund auch dieser Tatsache lagert sich der Farbstoffkomplex bevorzugt in 
diesen Korperregionen an. Dadurch ist eine erhohte Sensibilisierung des erkrankten 
Gewebeareals zu erzielen. 

Die genannten Verbindungen reichern sich also sowohl in malignen als auch in 
benignen Lasionen an, nicht aber in gesundem Gewebe. Dadurch ist die Detektion 
von Lasionen uber emittiertes Fluoreszenzlicht moglich (Diagnostik). Die selektive 
Sensibilisierung ermoglicht welters die therapeutische Behandlung 
(photodynamische Therapie). 

und werden dort mittels Licht unterschiedlicher Wellenlange angeregt. Auch eine 
Kombination Ultraschall-Licht gewahrleistet ein breiteres Anregungsspektrum und 
eroffnet eine selektivere Behandlungsform von malignen Gewebearealen und 
anderen Lasionen, die sich im Schnittpunkt der beiden physikalischen 
Energieeintrage befinden - wodurch umliegendes Gewebe von der Behandlung mehr 
oder weniger unbetroffen bleibt. 

Wenn bei der ersten erfindungsgemaBen Behandlung nicht die vollstandige 
Entfernung malignen oder pathologischen Gewebes erreicht werden kann, ist eine 
Wiederholung der Therapie moglich. Es wird gegebenenfalls sodann mehrmals, im 
Abstand von einigen Wochen nachbehandelt. 




Patentanspr uche 

1. Neue Substanz (Wirkstoffkombination) dadurch gekennzeichnet, dass Hypericin 
an Poiyvinylpyrrolidon (PVP) gebunden oder komplexiert wird. Durch die 
Komplexierung des wasserunlosiichen therapeutisch wirksamen 
Pflanzeninhaltsstoffes Hypericin konnen wasserlosliche Praparationen fur 
diagnostische Methoden und neue Arzneimittel hergestellt werden. 

2. Anwendung gekennzeichnet durch die Verwendung der neuen wasserloslichen 
Wirkstoffkombination nach Anspruch 1 fur therapeutische und diagnostische 
Methoden, etwa zur Behandlung von Tumoren und krankem Gewebe unter 
Durchfuhrung der photophysikalischen bzw. photodynamischen Diagnostik bzw. 
Krebsfruherkennung (PPD bzw. PDD) und der photodynamischen Therapie (PDT). 

3. Die Wirkstoffkombination nach Anspruch 1 bis 2 dadurch gekennzeichnet dass 
der Photosensibilisator Hypericin gebunden beziehungsweise komplexiert an 
Poiyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und Vemetzungsgrades 
ist, vor allem aber an Verbindungen der Gruppe der Poly-N-vinylamide. 

4. Anwendung nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da3 zur 
medizinische Behandlung die photosensibilisierende Substanz Hypericin verwendet 
wird, die gebunden oder komplexiert von Poiyvinylpyrrolidon verschiedenen 
Polymerisationsgrades in wassriger Losung verabreicht werden kann. 

5. Anwendung nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass zur besseren 
physiologischen Vertraglichkeit und Erhohung der Stabilitat die wassrige Losung 
auch entsprechend abgepuffert werden kann, beziehungsweise durch Kochsalz auf 
den therapeutisch gunstigen osmotischen Druck eingestellt werden kann 

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Komplexe in 
wassriger Losung intravenos, intrakavitar, oral, intraperitoneal oder inhalativ 
verabreicht werden, oder mit hydrophilen oder hydrophoben Tragerstoff (Creme, Gel, 
Aerosol, Pflaster etc.) aufgetragen werden. 
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7. Anwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komplexe nach Verabreichung und einer Inkubationszeit von etwa 0,1 bis 36 
Stunden mit elektromagnetischer Strahlung und/oder fokussiertem Ultraschall (bei 
Bedarf auch langer) aktiviert werden. 

8. Anwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Aktivierung der Komplexe zur therapeutischen oder diagnostischen Anwendung im 
Zielgewebe durch Licht vorzugsweise im Wellenlangenbereich von 320 bis 800 nm, 
koharent oder inkoharent und durch Ultraschall vorzugsweise fokussiert und etwa 1,5 
Mhz, vorgenommen wird. 

9. Substanz nach Anspruch 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, dass Hypericin 
gebunden, angelagert oder komplexiert wird, vor allem mit Polyvinylpyrrolidon, aber 
auch mit anderen Komplexbildnern wie Dextrane, Gelatine-Starke-Derivate, 
Serumproteine, perfluorierte Verbindungen und andere, die eine Applikation von 
Hypericin in wassrige Losung ermoglichen. 
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